hMTH1（human mutT homologue 1）是nudix水解酶家族的成员之一，能有效水解核苷酸池中氧化的dGTP、GTP、dATP和ATP，阻止这些氧化核苷酸插入DNA或者RNA中[@b1]。这种水解反应保证了氧化核苷酸不再被DNA聚合酶识别，从而阻止了DNA氧化损伤。hMTH1在多种肿瘤组织中高表达，Borrego等[@b2]研究显示胃腺癌组织中hMTH1 mRNA表达水平明显增高。另外，胰腺癌和非小细胞肺癌中hMTH1 mRNA水平也明显升高[@b3]--[@b4]。越来越多的研究表明，hMTH1与肿瘤的发生、发展有密切关系，而hMTH1在血液系统恶性肿瘤中的研究甚少，我们通过检测hMTH1在急性淋巴细胞白血病（ALL）患者中的表达，结合临床资料，探讨hMTH1在ALL发生、发展中的作用及潜在的临床意义。

病例和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：以2013年1月至2014年7月我院收治的31例初诊ALL患者为研究对象，所有患者均经骨髓细胞学、免疫分型、分子生物学及细胞遗传学检查明确诊断为ALL。31例ALL患者中男17例、女14例，中位年龄30岁。以21名健康体检者为正常对照，其中男13名，女8名，中位年龄28岁。本研究获得本院伦理委员会批准，所有患者均签署知情同意书。

2．治疗及疗效判定：诱导治疗：Ph阴性ALL（Ph^−^ALL）患者采用VDCLP方案：长春新碱（VCR）1.4 mg/m^2^，第1、8、15、22天；柔红霉素（DNR）40 mg/m^2^，第1\~3、15\~16天；环磷酰胺（CTX）750 mg/m^2^，第1、15天；培门冬酶2 500 IU/m^2^，第10、24天；泼尼松1 mg·kg^−1^·d^−1^，第15天起逐渐减量至第28天停药。Ph阳性ALL（Ph^+^ALL）患者在VDCLP方案第15天加用伊马替尼400 mg/d，若粒细胞缺乏，尤其是中性粒细胞绝对值\<0.2×10^9^/L持续时间超过1周，出现感染、发热等并发症，暂时停用伊马替尼。第1个疗程ALL患者治疗反应按照中国成人ALL诊断与治疗专家共识[@b5]分为完全缓解（CR）、CR伴血细胞不完全恢复（CRi）、难治性疾病、疾病进展（PD）、疾病复发，其中CR 21例，未缓解（难治性疾病及PD）10例；随访过程中复发7例。

3．实时定量PCR检测ALL患者治疗前后hMTH1 mRNA的表达水平：收集ALL患者骨髓标本行Ficoll密度梯度离心法分离单个核细胞，冻存于−80 °C冰箱备用。采用Invitrogen公司的TRIzol试剂抽提标本的RNA，根据各样本RNA浓度按照逆转录试剂盒说明操作，将mRNA逆转录成cDNA。引物序列：hMTH1上游引物5′-AGGTGGGCCAGATCGTGTTTG-3′，下游引物5′-TCGTCGGGCCACATGTCC-3′；GAPDH上游引物5′-CATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG-3′，下游引物5′-CAAAGGTGGAGGAGTGGGTG-3′。采用瑞士罗氏公司LightCycler® 480实时定量PCR系统进行PCR，反应条件：95 °C预变性30 s, 95 °C变性15 s、60 °C退火1 min、72 °C延伸1 min, 40个循环。根据2^−ΔΔCt^计算hMTH1 mRNA相对表达量。GAPDH为内参照。

4． Western blot法检测hMTH1蛋白表达水平：分别取上述单个核细胞提取蛋白并测定其浓度，取等量蛋白常规法行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳后转至硝酸纤维素（NC）膜，封闭液室温下封闭2 h，加入兔抗人hMTH1抗体（美国Novus Biologicals公司产品）、鼠抗人GAPDH抗体（美国Bioworld公司产品）（1:1 000），一抗常温孵育1 h, PBST缓冲液洗膜3次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（山羊抗兔：美国Bioworld公司产品；山羊抗鼠：美国Santa Cruz Biotechnology公司产品）常温孵育1 h, PBST缓冲液洗膜3次，采用ECL试剂盒（美国Bio-Rad公司产品）进行发光显色。

5．统计学处理：采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。计量资料以均数±标准差表示，两样本均数间的比较采用独立样本*t*检验，多样本均数间的比较采用单因素方差分析，多个样本均数间的两两比较采用*q*检验，多个实验组与一个对照组均数间的两两比较采用Dunnett检验；相关分析采用pearson相关分析方法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、ALL初诊患者hMTH1 mRNA表达水平

ALL初诊患者的hMTH1 mRNA表达水平为1.91±0.79，明显高于正常对照组的0.71±0.45，差异有统计学意义（*P*\<0.05）。

1．不同亚型ALL初诊患者hMTH1 mRNA表达水平：B-ALL患者（21例）与T-ALL患者（10例）hMTH1 mRNA的表达水平分别为1.99±0.67和1.76±1.01，均高于正常对照组，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）；而B-ALL与T-ALL患者之间hMTH1 mRNA的表达水平差异无统计学意义（*P*=0.370）。Ph^+^ALL患者（5例）与Ph^−^ALL患者（26例）hMTH1 mRNA表达水平分别为1.92±0.83和1.89±0.62，均高于正常对照组，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05），而Ph^+^ALL患者与Ph^−^ALL患者之间hMTH1 mRNA表达水平差异无统计学意义（*P*=0.744）。

2．不同疗效ALL患者初诊时hMTH1 mRNA表达水平：31例患者中第1个疗程诱导治疗后达CR者21例；未缓解患者10例。CR组ALL患者初诊时hMTH1 mRNA表达水平为1.84±0.93，低于未缓解组的2.04±0.59，但差异无统计学意义（*P*=0.662）。

二、ALL患者治疗前、后hMTH1 mRNA表达水平变化

第1个疗程诱导治疗后CR患者hMTH1 mRNA表达水平（0.55±0.42）较治疗前明显下降，差异有统计学意义（*P*\< 0.05），与正常对照组相比差异无统计学意义（*P*=0.990）；未缓解患者hMTH1 mRNA表达水平（1.61±0.37）与治疗前相比差异无统计学意义（*P*=0.442），明显高于CR患者及正常对照组（*P*值均\<0.05）；随访过程中复发患者hMTH1 mRNA表达水平（2.01±0.32）升高，高于初诊患者，但差异无统计学意义（*P*=0.448），明显高于CR患者及正常对照组（*P*\<0.05）。

三、ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与临床资料的相关性

ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与患者血小板计数呈负相关（*r*=-0.389,*P*=0.045），与患者白蛋白水平及骨髓原始淋巴细胞比例呈正相关（*r*值分别为0.338和0.335，*P*值分别为0.047和0.040）；与患者的性别、年龄、白细胞计数、血红蛋白含量、LDH水平及染色体核型无相关性（*P*值均\>0.05）。

四、ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与白血病细胞免疫表型的关系

1． B-ALL：对B-ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与CD19、CyCD79a、HLA-DR、CD13、CD10、CD33、CD34、CyCD22、CD20、TdT表达的关系进行分析，结果显示，B-ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与HLA-DR、TdT表达呈正相关（*r*值分别为0.613和1.000，*P*值分别为0.003和0.000），与CD19、CD13、CD10、CD33、CyCD79a、CD34、CD20、CyCD22的表达无相关性（*P*值均\>0.05）。

2． T-ALL：对T-ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与CD5、CD7、CD2、CD3、CyCD3、CD34、CD13表达的关系进行分析，结果显示，T-ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与CD7表达呈正相关（*r*=0.786,*P*=0.036），与CD5、CD2、CD3、CD34、CD13表达无相关性（*P*值均\>0.05）。

3．伴髓系抗原表达的ALL（My^+^ ALL）患者hMTH1mRNA表达水平：31例ALL患者中My^+^ALL 21例，My^−^ALL 10例，两者的hMTH1 mRNA表达水平分别为1.98±1.08和1.88±0.63，差异无统计学意义（*P*=0.765）。

五、ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与预后的关系

根据中国成人ALL诊断与治疗专家共识[@b5]对ALL患者进行预后分组，标危组6例，高危组25例，hMTH1 mRNA表达水平分别为1.84±0.70和2.19±1.12，两组间差异无统计学意义（*P*=0.858）。

六、ALL患者hMTH1蛋白表达水平

1． ALL初诊患者hMTH1蛋白表达水平：Ph^−^B-ALL、Ph^+^ B-ALL及T-ALL初诊患者hMTH1蛋白表达水平分别为1.28±0.19、1.15±0.14、1.33±1.00，较正常对照组（0.47±0.21）升高，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测急性淋巴细胞白血病（ALL）初诊患者hMTH1蛋白表达\
1：正常对照；2：Ph-B-ALL患者；3：Ph+ B-ALL患者；4：T-ALL患者](cjh-36-06-526-g001){#figure1}

2． ALL患者治疗前、后hMTH1蛋白表达水平变化：ALL患者治疗后达CR者hMTH1蛋白表达水平（0.44±0.08）较治疗前下降，差异有统计学意义（*P*=0.008）；复发后hMTH1蛋白表达水平（0.92±0.30）又升高，与CR期及正常对照组比较差异均有统计学意义（*P*值均为0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）；治疗后未缓解患者hMTH1蛋白表达水平（1.21±0.28）仍高于正常对照组（*P*\<0.05）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测急性淋巴细胞白血病完全缓解患者治疗前后hMTH1蛋白表达\
1：治疗前；2：完全缓解后；3：复发后；4：正常对照](cjh-36-06-526-g002){#figure2}

![Western blot法检测急性淋巴细胞白血病未缓解患者治疗前后hMTH1蛋白表达\
1：治疗前；2：治疗后；3：正常对照](cjh-36-06-526-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

hMTH1是DNA氧化损伤修复中重要的酶，能水解核苷酸池中氧化的脱氧核糖核苷酸（dNTPs），可将8-oxo-dGTP和2-OH-dATP分别转化为8-oxo-dGMP和2-OH-dAMP，防止DNA复制过程中氧化的核苷酸整合到DNA中，避免DNA氧化损伤。在多种肿瘤中，包括脑癌[@b6]、乳腺癌[@b7]、肺癌[@b8]、胃癌[@b2]和肾癌[@b9]等瘤组织的hMTH1 mRNA水平比相应的正常组织增高。

在本研究中，我们检测了ALL患者hMTH1 mRNA表达水平，结果显示初诊ALL患者hMTH1 mRNA表达水平明显高于正常对照组，第1疗程诱导治疗后CR患者hMTH1 mRNA表达水平下降到接近正常人水平，未缓解患者hMTH1 mRNA表达水平仍较高，复发患者hMTH1 mRNA表达水平增高。癌细胞具有与正常细胞不一样的代谢特点，通过研究癌细胞和正常细胞之间代谢的不同，选择性地靶向癌细胞特异的代谢机制，为癌症治疗开辟了新的途径，如硼替佐米靶向肿瘤中增高的蛋白酶体活性[@b10]；Chk1和ATR激酶抑制剂通过增加肿瘤细胞的DNA损伤来达到抗癌治疗的目的[@b11]。Gad等[@b12]以及Huber等[@b13]发现hMTH1在癌细胞中是必需的，但非正常细胞所必需；对hMTH1的抑制会导致癌细胞DNA损伤和细胞死亡，而对正常细胞影响较小，提出hMTH1可以作为肿瘤治疗的一个靶点。我们的研究结果显示不管是初诊ALL患者还是难治复发性ALL患者中hMTH1表达水平均明显增高，提示hMTH1有望成为ALL治疗的靶点。

我们进一步分析了hMTH1 mRNA表达水平与ALL患者临床资料的相关性。在白血病免疫表型中，B-ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与HLA-DR、TdT表达强度呈正相关。T-ALL患者hMTH1 mRNA表达水平与CD7表达强度呈正相关。HLA-DR为造血细胞早期分化阶段的表面分化抗原，有利于区别白血病细胞的分化程度；TdT在白血病免疫分型中有广泛应用，还可以作为缓解过程中监测复发的手段[@b14]；CD7是T细胞分化中最早出现的标志，在T细胞发育的早期阶段高水平表达，因此，hMTH1可能和白血病细胞的原始程度相关，甚至可以作为监测病情的指标。值得注意的是，Ph^+^ALL患者与Ph^−^ALL患者hMTH1 mRNA水平差异无统计学意义，而且，hMTH1 mRNA表达水平与患者的染色体核型无关，与Gad等[@b12]的研究一致。一些染色体异常与肿瘤患者的不良预后相关[@b15]，而hMTH1表达水平和肿瘤中的遗传变异没有相关性，本研究中难治复发ALL患者的hMTH1 mRNA表达水平仍较高。因此，对于难治复发的ALL患者，hMTH1不失为一个新的治疗靶点。目前已有研制出hMTH1抑制剂的报道[@b12]--[@b13]，因此进一步明确hMTH1在ALL中的作用机制，可能为hMTH1抑制剂能够用于ALL患者的治疗奠定基础。

我们的研究显示hMTH1 mRNA表达水平与ALL患者的白蛋白水平呈正相关，提示hMTH1 mRNA表达水平可能也受患者机体营养状态的影响。另外，本研究中B-ALL与T-ALL患者之间、Ph^+^ALL患者与Ph^−^ALL患者之间hMTH1 mRNA的表达水平差异无统计学意义，标危组和高危组患者的hMTH1 mRNA表达水平差异亦无统计学意义，可能由于病例数较少，仍需要扩大病例数进一步明确。

综上所述，hMTH1在ALL患者中高表达，可能与ALL患者的白血病细胞的原始程度相关，对于监测病情可能有辅助价值。尤为重要的是，hMTH1有望作为ALL患者的治疗靶点，特别是难治复发性患者的治疗靶点。
